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ヒ トの歯周 ポケ ッ トにお け る歯 周病 関連細 菌 の局在性
に関す る研 究
大 阪大 学歯 学部 歯 科保 存学 講座
(指導 :恵比 須繁 之教 授 )
野 秋 由 一郎
本 論 文 の 要 旨 は,第36回日本 歯 周 病 学 会 春 季 学 術 大 会
(広島,平成 5年5月20日),第36回日本 歯 周 病 学 会 秋 季
学 術 大 会 (東京 ,平成 5年10月15日),第37回日本 歯 周 病
学 会 秋 季 学 術 大 会 (大阪,平成 6年10月6日),7 4th
lntcrnational Association for Dcntal Rcscarch
(Sanfrancisco,1996,March 17)にお い て 発 表 し た 。
口辺縁 性歯 周炎 は歯 肉縁上 およ び縁 下 プラ ーク細菌 によ り発
症 す る混合感染 症(1)であ り,特に歯周 ポケ ッ ト内の プラー
ク細菌 は歯 周炎 の進行 や病 態形 成 と密 接な 関係 にあ る とされ
て いる。S anzら(2)は歯 肉縁下 プラー クを,歯面付 着性 プ ラ
ー ク,非付 着性 プ ラー クお よび 上皮 関連プ ラー クに分 類 して
い る。 初期 プラー ク構成細 菌で あるスCrJコοコy ccs属や
s rr θρ′οcοccυs属な どのグ ラム 陽性細 菌種 は,主に歯 面付着
性 プラー ク 中に棲 息 してお り(3),スピ ロヘー タや その他 の
グ ラム 陰性 細菌 は,既に歯 面に定着 してい る細 菌群 に付着 す
る ことで定 着の足 場 を見 いだ し(4),非付 着性 ある い は上 皮
関連 プ ラー ク中 に棲息 して いる(3)と推察 され てい る。そ し
て,グラム 陰性 拝 菌の い くつか は,歯周病 関連 細菌 あ るいは
歯周病 原性 細菌 と して認知 され てい る(5‐8)。
また,歯周炎 の ある特定 の病 型 に はそれ ぞれ に特 異 的な病
原 細菌 が 関与す る とい う研 究結 果 も多 数報 告 されて い る(9-
12)。例 え ば,限局型 若年 性歯 周炎 の病 巣 局所 か らは
スcrんοbacfノ′″s a crlir οコ/cθ rθ″εοコfraコSが高頻 度 に検 出
され る とす る報 告(10,12)や,成人性 歯周 炎 にお いて は
P οrρ力yrο″ο″as gfコgryatts(9,13,14)が特 に注 目され て
い る。 さ らに,Prθ yο′θ ffaん′θrコθ dra(11,14),
F″sοbacrerf″コ ″口cfθ′
`口“(15), Eゴ
女θコθ′fa
c Orrοごθコs(12,15), Ca“ρyノοbaCrθ recrυs(16),
緒
?
?
?
Bacrerοfごθs Fοrs/′力υs(17)ならび に 口腔 ス ピ ロヘ ー タ の
種 で あ る rrθρο″θma dθコrrco Fa(18)など も 各 種 の歯 周 炎
の 関 わ りが 報 告 され て い る。
従 来 のメ″ yFyο系 での細菌学的研 究結果(8,9,11-16)は,
いずれ もキ ュ レ ッ ト,ベー パ ーポイ ン トあ るい は嫌 気 銃 を用
いて歯 周 ポ ケ ッ トか ら採取 した プラ ー ク試 料 を,培養 法あ る
い はそ の他 の細 菌検 出法 によ り,分離 細菌 総数 に占め る特 定
細 菌 の 比率 を測 定 す る とい った 分析 法 で得 られ た ものであ る。
しか し,そのよ うな定 量的分析 法のみ では,検出され た特 定
細 菌 の増減 がポ ケ ッ ト内の環境 条件 の変化 によ って もた らさ
れ た ものか,ある いは特定 細菌 の増加 によ り歯 周組 織 破壊 が
生 じるのか を明確 に立 証す るの は困難 であ る。 さらに,プラ
ーク試 料 の採取 方 法や検 出方法 が異 な れば,特定細 菌 の検 出
比率 も異 な るとす る報 告(19…21)もみ られ,特定 細 菌の検 出
比 率 につ いて研 究 者 間で見 解 の 一致 を見て いな いのが現状 で
あ る(22)。
一方,歯肉縁 下 プラ ーク は形 態学 的 にも多 くの研 究 者 によ
り検索(23-28)されて いる。Listgartcn(24)は,歯肉縁 下 プ
ラー ク を形態的見 地か ら歯 面 に付着 したプ ラー クと付 着 して
いな い プ ラー ク に大別 した 。 また,1970年代中期 には,免疫
透 過電 顕法 によ る プラー ク細菌 の局 在 に関す る検索 結果が 報
告(29)された 。そ の後,歯周 病関連細 菌 に関す る多 くの免疫
組織学 的検 索 あ る いは免疫 電顕 法 に よ る研 究(30-32)が行わ
れ て い る。 しか な が ら,歯周ポ ケ ッ ト内の プラー ク細 菌叢 の
全 貌 は,実験手 技,特に試 料採 取の難 しさか ら全 く明 らか に
されて いな い。 硬 軟両組織 に囲 まれ た 歯周 ポケ ッ トの構造 を
破壊せ ず,歯とそ の周 囲の歯周 組織 を採取 す る のは極 めて 困
難 で あ る。従 って,従来か ら歯 周炎 との関連が示唆 されて い
る各種 の歯 周病 関連細 菌が 歯周 ポケ ッ ト内 のいずれ の プラー
ク に属 し,どの よ うな部位 に局 在 して いるか といった ことに
つ いて はほ とん ど解 明 され てい ない。
そ こで本研究 で は,重度 歯周 炎罹 患 歯 とその周囲歯 周組織
を一塊 として採 取 し,可及 的に ヒ トの歯周 ポケ ッ ト内細菌叢
を保存 す る こと によ り,プラー ク細 菌 の局在性 を検 索 す る実
験 系 を確立 し, 7種類 の歯 周病 関連 細 菌の歯周 ポケ ッ トにお
ける局在性 を免 疫 組織 学的 に検 索 した 。
材 料 お よ び 方 法
1.被験者 お よ び 被験 歯
徳島大学 歯学 部 附属病院第 1保存 科 を受 診 した重 度 歯周 炎
患 者 の うち,1)全身的 な疾 患 を有 さな い,2)過去1年以内 に
歯 周治療 の既往 が ない,3)過去 3ヵ月以 内に抗生物 質等 の薬
剤 投与 を受 けて いない,男性4名と女 性 3名の計 7名 (平均
49.4歳,32～60歳)を被験 者 と した。術前 診査 の結果,保
存 不可能 と診断 され,プロー ビ ング深 さが 5 11un以上 を有す る
12歯12部位 を被験 部位 と した。被 験者 および 被験 歯 の術前所
見 を表 1に示 した。な お,被験 者全 員 には本研 究 に 関す る説
明 を十 分 に行 い,本研 究の被験 者 とな る同意 を得た 。
2.試料 の 採 取 と 調 製
歯 周 ポ ケ ッ ト試 料 の 採 取 方 法 の 1例を図 la,bに示 し た 。
黒 い ラ イ ン に 沿 っ て 切 開 し 、被 験 部 位 を周 囲 歯 周 組 織 か ら完
全 に離 断 し た 後 ,歯と 歯 肉 組 織 を 一 塊 と し て 慎 重 に 採 取 し た 。
試 料 の 採 取 は,術前 プ ロ ー ビ ン グ に よ る プ ラ ー ク細 菌 叢 へ の
影 響 を 可 及 的 に 考 慮 し,術前 診 査 か ら 3週間 以 上 経 過 した 後
に 行 っ た 。
試料 は,採取後 直ち に0。lMカコジル酸緩衝2%パラホルム
アルデ ヒ ド 2ー.5%グルタルアルデ ヒ ド(pH7.4)溶液中でマイ
ク ロウェーブ固定(2,450MHz,500W)を1 秒間行 い,次い
で同固定液(4℃)中で2時間浸漬 固定を行 った。樹脂 ブ ロッ
ク の作 製 は,L edccら(33)の方 法 を改 良 し て 行 っ た 。 す な わ
ち,洗浄 後 ,減圧 下(760mmHg)で4℃にて 上 昇 水 溶 性 メ タ
ク リル 樹 脂 (2-ヒドロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レイ ト,応研 商 事 ,
東 京)(以下GMAと略 す )系列 (各1-2週間 )によ り脱 水 ,置
換 した 後,同樹 脂 に包 埋 し,紫外 線 重 合(4℃)によ り樹 脂 ブ
ロ ック を作 製 し た 。 樹 脂 ブ ロ ッ ク よ リエ ナ メル 質 お よ び 不 要
部 分 を 可 及 的 に 切 除 し,同樹 脂 に再 包 埋 し た 後 ,ロー タ リー
ミ ク ロ トー ム(2065 SUPER CUT,Lcica lnstrumcnt,
GmbH。,Gcrmany)にて 厚 さ2.5μmの連 続 薄 切 切 片 を 作 製 し
た 。
切 片 の 一 部 は 歯 周 ポ ケ ッ ト内 細 菌 叢 を総 合 的 に観 察 す る た
めBrOwn and Brcnn―modified Gram染色(34)(以下
Brown―B ren染色 と 略 す)を施 し,他の 試 料 は特 定 細 菌 の局
在 性 を 検 索 す る た め 酵 素 抗 体 法 染 色 を 施 し,光学 顕 微 鏡
(OPTIPHOT-2,NIKON,東京 )によ る 観 察 に供 し た 。 図 2a
は 調 製 した 試 料 の 断 画 像 で,図2bは他 の 試 料 よ り得 られ た
標 本 の,歯周 ポ ケ ッ トの 全 体 像 で あ る 。
3。 供 試 菌 株 と そ の 培 養
スc ruir θコノεθS yrscosυs ATCC 19246は木 村 重 信 博 士
(大阪 大 学 ,大阪)から,Caコ′yfοbacrer recrus ATCC
33238おょ び rrθρ。″θコaごθ″′fcοfa ATCC 33520は太 田
寛 行 博 士 (岡山大 学 ,岡山)から,P οrp力yrοコο
“
s
gヵgryaノゴs381おょ び Prθyο
`θ
ノfa rrgrescθコs ATCC
33563は高 添 一 郎 博 士 (東京 歯 科 大 学 ,千葉 )から ,
Eゴ■θコθノfa cοrrοσθコs1073おょ び F」sοbacrerrυコ
コυcノθarυ
“
1436はDro S.S. Socransky(Forsyth
Dcntal Ccnter,B Osto n,USA)から恵 与 され た 。 上 記 菌 株
の 培 養 条 件 は 以 下 の とお りで あ る 。 ス.ソFscοs υSは,B rain
hcart infusion brOth(E)ifco Laboratotics,
Dctroit,UoS.A.,以下B HIと略 す )にて,37℃,24時間 培 養
し た 。 E.cοrrο σθコsは,2mg/mlの硝 酸 カ リ ウ ム(和光 純 薬 ,
大 阪)と5μg/mlのヘ ミ ン(和光 純 薬)を含 むTryptic soy
broth(Difco Laboratoties,以下TSと略 す )で,
F.″″cfθarυ mは, o。5μg/mlのL―シ ス テ ィ ン(片山化 学 , 大
阪 )を含 む TSで,それ ぞ れ37℃,24時間 ,嫌気 的 条 件 下
(85%N2,10%C02,5%H2)にて 培 養 し た 。 P.gFコgrya′rsぉ
よ び P.″ゴgrescθlsの2菌株 は 5μg/mlのヘ ミ ンお よ び lμg/ml
の メ ナ ジ オ ン(和光 純 薬)を含 む B HIで,37℃,48時間,嫌気
的 に培 養 し た 。 r。ごθ″′rc。ノaは, 12.5mg/mlのB HI,
10.Omg/mlのTrypticasc pepton, 2.5mg/mlのYcast
c xtra ct,0.5mg/mlのチ オ グ リ コ ー ル 酸 ナ トリ ウ ム (和光 純
薬), 1.Omg/mlのL―シ ス テ ィ ン,0。25 mg/mlのL―ア ス ノヽ ラ ギ
ン 酸 ナ トリ ウ ム (片山化 学),0.25mg/mlのビル ビ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム(和光 純 薬),0.4mg/mlのエ コ チ ン ア ミ ド(和光 純 薬 ),
2.Omg/mlのグル コ ー ス(和光 純 薬),6μg/mlの塩 化 チ ア ミ ン
ピ ロ リ ン酸 (和光 純 薬),2mg/mlの炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム(和光
純 薬)およ び2%の馬 血 清 (阪大 微 研 ,大阪)を混 合 した 培 地 で ,
σorθcrυsは,Ohtaら(35,36)の記載 に従 って,それぞれ37
℃,48時間,嫌気 的 に培 養 した。
そ れぞ れ の培養 終 了後,7,000×gで20分間遠 心 して集 菌 し ,
得 られ た菌体 はPH7.2のリン酸塩 緩衝 生 理食 塩水 で3回,次
いで蒸 留水 で3回洗浄 した後,凍結乾 燥 し,以下の実験 に用
いた。
4.ウサギ抗血 清 の調製
σ.recrυ s,Eocοrr ごθ″s,F.コυcfθa rυコ,P.gr″gryafrs,
P。コrg rθs cθ″s,r.ごθ″′rcofaぉよ びス。yrscοs υsの7種類 の
細 菌 に 対 す る ウ サ ギ 抗 血 清 はOZakiら(37)の方 法 に従 っ て 調
製 した 。 す な わ ち,それ ぞ れ の 凍 結 乾 燥 菌 体(10 mg)を滅 菌
生 理 食 塩 水 l mlに浮 遊 させ ,等量 のFrcundの完 全 ア ジ ュバ ン
ド(Difco Laboratorics)と十 分 に混 和 し,得られ た エ マ ル
ジ ョ ン の 計 2 mlを体 重3Kgの雄 性 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ドラ ビ ッ ト
(井上実 験動 物セ ンター,熊本)の後背部皮 下 に0.4 mlずっ5ヵ
所 に分 けて注射 した。2週間後 同様 に皮 下 に追 加免 疫 を行 い ,
さ らに2週間後 ホル マ リン処理 した 菌体 をlmg/mlの濃度 に滅
菌 生理食塩 水 に浮 遊 させ た 菌液3 mlを静脈 内に ブース ター注
射 した。初 回免 疫 か ら5週間後 に採 血 し,血清 を分 離 した後 ,
濾 過滅 菌 を行 った。
5.抗血 清 の 吸 収
得 られ た 抗 血 清 を用 い て 酵 素 抗 体 法 に よ り,それ ぞ れ の 細
菌 種 の塗抹 標本 に免疫 染色 を施 した結 果,表2に示 す ような
組 み合 わせ で交 差 反応 がみ られ た。 そ こで 交差 反応 が み られ
た 菌株 によ り抗 血 清 を吸収 した 。吸 収 操作 はZam bOnら(38)
の 記載 をも とに行 った。す なわ ち,凍結乾 燥菌 体 (20mg)
を ウサ ギ抗 血清 l mlに加え,37℃で1時間浸盪 し,さらに4℃
にて12時間静 置 した。 そ して,7,000×gの遠心 によ り得 ら
れ た上清 を,各特 定細 菌 に対す る抗 血 清 と して,以下 の実 験
に用 いた。
6.酵素 抗 体 法 に よ る 免 疫 染 色
酵 素 抗 体 法 に よ る免 疫 染 色 は,LSABキッ ト(DAKO
CO。,Carpinteria,UoS.A.)おょ び ニ ュ ー フ ク シ ン 基 質 キ ッ
ト(DAKO)を用 い て 行 っ た 。 す な わ ち,20%(v/V)正常 ヤ ギ
血 清 で 10分問 処 理 し,1000倍希 釈 した 各 々 の 細 菌 種 に 対 す
る ウサ ギ 抗 血 清 を 1次抗 体 と し て 室 温 で 1時間 反 応 させ た 。
反 応 終 了後 ,0.05Mトリス 緩 衝 液(pH7.6,以下TBSと略 す )
に て5分間3回洗 浄 し,2次抗 体 と し て ビ オ チ ン 標 識 抗 ウ サ ギ
免 疫 グ ロ ブ リ ン を 室 温 で20分間 反 応 さ せ た 。TBSにて 洗 浄 後 ,
0.5%(v/v)アル カ リ フ ォ ス フ ァタ ーゼ 標 識 ス ト レ プ トア ビ
ジ ン を20分間 反 応 さ せ た 。再 度TBSにて 洗 浄 後 ,発色 基 質(ニ
ュ ー フ ク シ ン基 質 キ ッ ト,DAKO Corporation)を切 片 に滴
下 し,室温 で 5～10分間 反 応 さ せ 抗 原 抗 体 複 合 物 の 発 色 を 確
認 した 後,グリセ ロ ー ル ゲ ル に 封 入 し て 光 学 顕 微 鏡 に よ る 観
察 に供 した 。 な お,陰性 対 照 と して, 1次抗 体 と し て 免 疫 前
10
の正常 ウサ ギ血 清 を用 いた免疫 染色 を行 った。 図3は,
P.g」in grya′rs 381の凍結 乾燥 菌体 を標本 上 に塗抹 し,抗
P.guingryafrs抗体で 免疫 染色 した陽性対 照 の染色 像 であ る。
果結
1.酵素 抗 体 法 に よ る 7種類 の 細 菌 検 出 系 の特 異 性
今 回 調 製 した そ れ ぞ れ の 細 菌 種 に 対 す る 抗 血 清 標 品 (吸収
操 作 を 行 っ た も の)と種 々 の 口腔 内 細 菌 と の 反 応 性 を 酵 素 抗
体 法 に よ り検 討 し た 結 果 を 表 3aおょ び 3bに示 し た 。
P.g lin g」iyatts 3 81ょり調 製 し た 抗 血 清 は P.gr″gFyaffs
W50に対 し て も 陽 性 反 応 を 示 し た 。 ま た ,P.″rgres cθ″s
ATCC 33563ょり調 製 し た 抗 血 清 が Pre yο
`θ
〃a
r″rerコθσル の 基 準 株 で あ るATCC 25611に対 して も 陽 性 反
応 を示 した 他 は,異な る菌 種 間 で 交 叉 反 応 は 認 め られ な か っ
た 。
2.歯周ポ ケ ッ ト内細 菌叢 の組 織学 的観察
歯周 ポケ ッ ト内細菌叢 の様相 をBrown―Brcnn染色を施 し
観 察 した と ころ,歯根 および上 皮 に近 接 した部 位で は プラ ー
ク細菌 が密 に集 合 して お り,両者 の 間 に存 在す る非付 着性 プ
ラ ーク領域 では菌体 の密集 度 は 比較 的 低か った 。図 4はプ ロ
ー ビング深 さ3mm付近 の歯根 付着 性 プラーク の拡 大像で ,
密 に集 合 した線 状 菌 と球菌 を主体 とす る細 菌が 歯根 面 に対 し
柵 状 に配列 し,付着 していた。 図 5はプロ ービ ング深 さ1-
2mm付近の非付 着性 プ ラーク領 域 の拡大 像 で, グラム陽 性 の
球 状菌 およ び拝 菌 等が み られ, 同一 の 形態 型 の細菌 種 で小集
団 を形成 して いたが,他の コロニー とは密 に接触せ ずルー ズ
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に付着 して いた 。 プロ ービ ング深 さ 3…4mmの上皮 付近 を観 察
す る と,空胞変 性 を起 こした上 皮 に近 接 してグ ラム 陽性お よ
び 陰性 の短 拝菌 や球状 菌が観察 され た(図6a)。図 6bは,他
の試料 の上 皮関連 プラー クの拡 大像 で,グラム 陰性 細 菌が 密
に集合 し上 皮 に付着 してお り, いくつ かの細菌 菌体 が 上皮 内
で観察 され た。
ポケ ッ ト底部 付近(プロー ビング深 さ 9mm付近)では,線
状 菌や拝菌 がわ ずかなが ら存在 して お り,密に接触 せ ずル ー
ズ に付 着 して いた。(図7)。
3.歯周 ポ ケ ッ トに お け る 7種類 の 歯 周 病 関連 細 菌 の 局 在 性
酵 素 抗 体 法 染 色 を施 し歯 周 ポ ケ ッ トにお け る 7種類 の細 菌
種 を検 索 し た 結 果 ,それ ぞ れ の 試 料 で 複 数 の抗 血 清 に 対 し 陽
性 反 応 が 認 め ら れ た (表4)。抗 P.コゴgres cθコs血清 に 対 す
る陽性 反応 は,いずれ も抗P.glingfyatts血清陽 性試料か ら検
出 され た。
抗PogfコgryafFs血清 による免疫 染 色で は,12試料 中 9試
料 か ら陽性 反応 が検 出 され た。P.g」irgryafrsは,他の細 菌種
とは異 な り小 さな凝集 塊 を形成 して 歯 周ポ ケ ッ ト全 域 に散 在
して分布 して いた (図8a)。陽性反応が検 出された 9試料
中 6試料で は,凝集塊 は特 に歯 周ポ ケ ッ トの中央部 か らポ ケ
ッ ト底 (プロー ビング深 さ3-10mm)にか けて み られ た。 さ
らに,P.g」ingFyafFsの凝集 塊 一部 は 上皮 付近 で も検 出 され
た (図8b)が,上皮 内に侵 入 した凝 集塊 は検 出 され なか っ
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た。 図 9は,Pogfコgf y affsの局在 性 を模式 図で示 した もので
あ る。
抗 P。コFg rescθ″s血清 による陽性 反応 は 4試料か ら検 出 さ
れ た。 P.コゴgres cθrsあるいはP.ゴ″rerコθご」iaは,全ての陽性
試料 においてポ ケ ッ ト中央 部す なわ ち プロー ビ ング深 さ 3…
7mmの上皮 側で,大きな凝集塊 を形成 して 局在 して いた (図
10)。図11は,P.コFgrescθ″sあるい はP.f″′erコθごfaの局
在 性 の模式 図で あ る。
抗 σ.recrυ s血清 による陽性 反応 は, 5試料 でみ られた。
C.recr″sは,ポヶ ッ ト中央 部か ら深 部 にか けて 大 きな集 団 を
形成 し,歯根付 着 性 プ ラー クあ るい は上皮 関連 プラー クの い
ず れか の領 域 の 局在 して いた(図12)。図13は,C.reCrυ sの
局在性 の模 式 図で ある。大 きな凝集 塊 を形 成 して局 在 す る傾
向 は,今回 の被 験 の 7菌種 の中ではC.reCrυ s,
P.コFgrcs cθコsあるい はP.fr rθrコ dfa, お ょびス.yFs cοs υs
にみ られた 。
抗 r.dθ″rrcοfa血清 による陽性 反応 は, 4試料 で認 め られ
た。 r。ごθ″′rc ofaは,ポケ ッ ト中央 部か ら深 部 (プロー ビン
グ深 さ4-9mm)の非付 着性 プラ ー ク領 域か ら検 出され た (図
14)。その凝集 塊の大 きさは,他の細 菌種 とは異 な り大小様々
で あつた。 図15は,r。ごθ″′Fc οfaの局在 性 の模式 図 であ る。
抗E.Cοrrοごθ″s血清 に よる陽性 反応 は 4試料か ら検 出 され
た。EoCοrrοごθ″sは全て の陽 性試 料 にお いて,ポケ ッ ト中央
部 か ら底部 (プロー ビ ング深 さ 2-7mm)にか けて
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P.gゴ″gFya′rsと同様 に小 さな凝 集塊 を形成 し散在 性 に,歯根
付 着性 プラー ク領 域 に局在 して いた (図16)。図17は,
EocOrrO σθコsの局在 性の模式 図で あ る。
抗F.″υc′θarυ
“
血 清 による陽性 反応は, 6試料 か ら検 出さ
れ た。F.コυc′θarυコもポケ ッ ト中央 部 か ら深部 (プロー ビ ン
グ深 さ 3-9mm)にか けて , P.grコFyafFsあるいは
Eocοrrο σθ″sと同様 に小 さな集 団 を形成 して 局在 す る傾 向が
み られ たが,両細 菌種 の局 在 とは異 な り,非付 着性 プ ラーク
領 域か ら検 出され た(図18)。図19は,F.コυc′θ arυコの 局在
性 の模 式 図で あ る。
抗ス.yrs co s υs血清 による陽性 反応 は, 5試料 か ら検 出さ
れ た。 ポケ ッ ト内では歯根 付着 性 プ ラ ークで検 出され た。
ス.ソrs co s″sは,歯肉縁 か らポ ケ ッ ト深部 (プロー ビン グ深
さ 7mm)にお よぶ 歯根 付 着性 プラーク領域 で 大きな凝集塊
を形成 し,分布 して いた (図20)。また,その凝集塊 の大 き
さはプ ロー ビン グ深 さの深 化 に伴 い小 さくなる傾向 が 認め ら
れ た。 図21は,ス.yrs cοs υsの局在 性の模式 図 であ る。
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察考
歯周 ポケ ッ ト内 のプ ラー ク細 菌 に対 して,これ までゴコ
yFyοにおけ る歯 周病 関連細 菌の定量 的分 析 結果(11,22,39-
41)や,fr yfrrο系 での個 々 の細 菌 の病 原性 に関す る解 析結
果(7,42-45)は多数 報告 されて いる。 しか し,硬組 織 と軟組
織 の両者で構成 され る歯周 ポケ ッ トに棲息 す る プラ ーク細 菌
を,ありの まま の状態 で形 態学 的 に観 察す るの は実 験 手技 の
面 で非常 に困難 で あ り,ヒトの歯周 ポ ケ ッ トを保持 した状態
で歯 肉縁下 プラ ークを形態 学的 に検 索 した報告 は極 めて少 な
い。SagliCら(26)は,歯周ポケ ッ トを保持 した ま ま割 断 した
試料 を用 い,走査 型電 子顕 微鏡(SEM)によ り歯肉縁下 プ ラー
ク を観 察 した。 しか し,割断 して い るため非付 着性 プ ラーク
が部分 的 に剥離 してお り, さらにSEM観察の ため割 断面 のみ
の観察 とな り歯 周 ポケ ッ トの全貌 を検 索 した とは言 え ない。
歯 周 ポ ケ ッ トを可及的 に保 存 した試 料 での検索 は,成人性 歯
周 炎 の歯周 ポケ ッ ト内 プラ ーク細菌 と多形核 自血球 の相互 関
係 を超 微細 形態 学 的 に検索 した 山田(46)の研究 報告 が存 在 す
るが, ヒ ト歯周 ポ ケ ッ トにおけ るプ ラ ーク細菌,特に非付着
性 プラー ク細菌 の実態 はほ とん ど解 明 され ていない。
抜去 歯 を試料 と して 歯根 付着 性 プ ラ ーク を,また 歯 周外 科
処 置時 に得 られ た歯 肉組織 を試 料 と して上 皮関連 プ ラークの
み を,形態 学的 に検索 した研究 は数 多 く報 告(23-28,47,
48)されて いる。M anorら(47)は,上皮 関連 プ ラー ク領 域
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の細菌 叢 は,拝菌,球菌,紡錘 菌,線状菌 およ びス ピロヘー
タか らな り,ポケ ッ ト底部 の上 皮付 近 には宿主 細胞 や 細菌 由
来 の フ ラグ メン トが まば らに存 在 して いた と報 告 して いる。
Listgartcn(24)は,成人性歯 周 炎患 者の歯 肉縁下 プ ラー
クの歯 周ポ ケ ッ ト上皮側で は,拝菌 や ス ピロヘ ータが 主体 を
な し,テス トチ ュー ブ ブラ シの よ うな 細菌 菌体 間の特 徴的 な
凝集 形 態が 認め られた としてい る。 さ らに,歯周ポ ケ ッ ト底
部 に局 在す る細 菌 種 は,歯周炎 の進 行 に深 く関 与す る と考 え
られ る ことか ら特 に注 目を集 め てきた(23,25,27,48)。
New man(23)は,最根尖 側境 界 部 プ ラー クは不連 続 でそ の細
菌 型 は多種 多様 で あ り,スピロヘ ータ,糸状菌,棉菌 および
球 菌が 観察 され た と報 告 してい る。Saglic(48)は,最根尖側
部 のプ ラークは,棉菌 およ び糸 状菌 が 優位 であ った ものの ,
試 料 によ リプラ ーク構 成細 菌種 は変 化 に富 んで いた と報告 し
て いる。Frank(27)は,歯周ポ ケ ッ トの最根尖 側部 プラー ク
には球 菌,拝菌 お よび線状 菌が ルー ズ に分布 して いた として
お り,歯周 ポケ ッ ト底 部 の細菌 叢 につ いて の研 究報 告 は一定
して いな い。本研 究で のBro wn…B rcnn染色 による観察 結果
か らは,上皮付 近 では グラム陰性 の拝 菌や 球菌 が主 に観察 さ
れ,歯周ポ ケ ッ ト底付 近 に はグ ラム 陽性の球菌 およ び拝菌 の
他 グ ラム陰性 の拝 菌お よび 糸状 菌が ル ーズ に局 在 してお り ,
総 じてFrankの報告(27)と類似 して いた 。
ヒ トの歯 周ポ ケ ッ トにお ける細菌 学 的研 究で は,キュレ ッ
ト,スケー ラー,ベー パー ポイ ン トあ るいは嫌 気銃 を用 いて
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プ ラー ク試料が 採 取 されて いる(8,9,11-16)。近年,プラー
ク試料 の採 取方 法や検 出方 法が 異な れ ば,特定 細菌 の検 出 比
率 も異 なる とす る研究 結果(19-21)が報告 され てい る。
Rcnvcrtら(19)は,スケー ラー とペー パー ポィ ン トの 2種類
の プ ラー ク採取 方 法で得 られた プラー ク試 料 について, トー
タルCFU,スピロヘー タお ょびP.grコgFyafrs,
P.frrerコθσ a, ス.a crJ″οコy cθ′θコcοコゴraコs, corθειυsの
4種の特定細菌 の検 出比率 を比較 した 。そ の結 果, トータル
CFUならび にス ピロヘ ータ の検 出比 率は,ベー パー ポィ ン ト
試料 の方が スケ ー ラー試料 よ り統計 学 的に有意 に高 い値 を示
し, Pogrrgr yarfs, P.rコrer"θごra,
ス.a crr″οコy cθ′θ″cOコfrarsぉょび σ.recr″sは,採取方 法
の相違 によ る検 出比率 に有 意差 は認 め られ なか った。 ペーパ
ー ポイ ン ト法 は よ り非付着 性 プ ラー ク に対 し選 択性 が あ り ,
ス ケー ラニ やキ ュ レッ トは歯根 付着 性 プラー ク領域 の細菌叢
を他 の採取方法 よ り多 量 にサ ンプ リングで きる と考 え られ る。
本研究 で は,7.ごθ″rrcofaは非付 着性 プ ラー ク領域 に ,
Pogゴ″gryafrsはポヶ ッ ト全域 に分布 し,P.コrgres cθ″sぁる
い は P,frrerコθごゴaは上皮 関連 プラー クに局在 してお り,そ
れ らの 3菌種 につ いて はR cn vertらの研 究結果(19)と同一傾
向がみ られ た。 一方,C.recr″sは本研 究で は歯 根 付着 性 あ る
い は上 皮関連 プ ラー ク に認 め られ,スケー ラー 試料 の方が ペ
ーパー ポイ ン ト試料よ りも多 く検 出 され る と推 察 され るが ,
Rcnvcrtらの結果(19)では両 者 に有意 差 は存 在 しなか った。
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σorecrυsの検 出 比率 に関す るRcnvcrtらの結果(19)と本研
究 結果 との違 い を理論 的 に説明づ け る ことは困難で あ るが ,
本 研究 結果 か ら我 田引水的 に考 える と,C.recrυsが大 きな凝
集 塊 を形成 して 局在 していたた め,歯根付 着性 ある いは上 皮
関連 プ ラー クの表 層部 に棲 息 していた C.recrυsが,ベーパ ー
ポ イ ン トで も十 分 に採 取で きた ためで はな いか と思 わ れる。
培養 法で は分 離 され た菌株の多 くはその種属 を決 定 でき る
が,一般的 にデ ンタル プラー ク試料 に存在 す る細菌 の80～
90%は死滅 して いるか 培養 不可 能な細菌 で あるため,培養 し
て検索 で き るの はデ ンタル プラーク細 菌の1/10程度で ある と
も言わ れて いる(49)。また,Riviercら(50)は,本研究 で用
いたLSAB法のよ うな ビオ チ ン増 幅システ ムは蛍光抗体法 の
よ うな伝統 的な シ グナル システ ムよ りかな り感 度が 高 いと述
べ て い る。 酵素 抗体法 によ る免 疫染 色 を行 うに あた り,本研
究 で は固定 液 に2%パラホルム アル デ ヒ ド 2ー.5%グル タル ア
ル デ ヒ ド溶 液 を選 択 し,GMA樹脂 に包埋 した。 この手法 は ,
BertholdとListgartenの方法(32)を改良 した もの で,固定
液 や包埋剤 によ る免疫 反応 への影響 が 少な いとされ て いる。
彼 らは,ス.a crlir οコy cθ
`θ
″cοコゴra rsの分布 を透 過免疫 電顕
法 によ り検 索す るため に,種々 の固定 液 と包埋 剤 を組 み合 わ
せ て観 察 した と ころ,ス.a crr″ο″y cθ′θコσοが raコsの検 出 に
は2%グルタルアルデ ヒ ドとGMA樹脂 の使用 が最 良 の組 み合
わ せで あった と報 告 して い る。
本研 究 の手法 に も潜 在的 にい くつ か の欠 点が 存在 す る。 第
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1に,試料 採取 中や調 整過 程で の非 付 着性 プラーク の漏出で
あ る。今 回 開発 した手法で は,歯周 ポ ケ ッ ト内で完 全 に浮 遊
して いるプ ラー ク細菌 の再 現 は不可 能 であ るが,図4でみ ら
れ るよ うに,歯根 付着性 プ ラー ク細 菌 とル ーズ に付 着 して い
る非付着性 プラー ク細 菌 は保存 され て いる と考 え られ る。 そ
の一部 が いずれ か の過程で 剥離 す る可 能性 も考 え られ る。 し
か し,非付 着性 プ ラー ク領 域で観察 された細菌 は,その様 相
(図5)から歯 根付 着性 あ るい は上 皮関連 プ ラー クか ら剥離 し
た り混在 して しまった細菌 では な く,試料 採取 前よ り同 じ部
位 に棲 息 して いた細菌 で あ る と推察 される。第 2の欠点 は ,
本 方法 で は定量 的分析 がで きな い こ とであ る。 酵素 抗 体法 に
よ る免 疫組 織学 的 手法 は,発色 基質 が 膨潤す る ことや 光学 顕
微 鏡 の拡大 倍率 の限界 な どの問題が あ り,定量 的分 析 には適
していな い。本 法 で は大 きな凝 集塊 の数 をカウ ン トす る こと
は可能 で あ るが,凝集 塊 中 の細 菌菌 体 の数 をカ ウン トす る こ
とはで きな い。 本研究 でみ られ た凝 集 塊の大 き さは様 々で あ
り,凝集塊 中の菌 体細胞 数 も異 なって いる と考 え られ る。 ま
た,発色基 質 の膨 潤 のため,密に凝 集 した凝集 塊中 の陽性 菌
体 を鑑別す るの は きわ めて 困難 であ る。 この問題 を解 決す る
には,免疫 電顕 法 や共 焦点 レー ザー 顕 微鏡 によ る検 索 が必 要
で あ り,現在そ の準備 を進 めて いる。 3番目の欠点 と して ,
被 験部位 が 制限 され る とい うこ とが 挙 げ られ る。例 え ば, 3
根 に分 岐 した上 顎 大 臼歯 をポケ ッ トを保持 した状態 で周囲歯
周組織 とと もに採 取す るの は不 可能 で ある。 さ らに,上顎 前
歯 部 の唇側 部は,試料 採取 後の審美 的 な問題 を考慮 しなけれ
ばな らない。最後 に,免疫 染色 に使 用 した 抗血 清は,表3
a,bに示 した菌 株で しかそ の交 差反 応性 を確認 してお らず ,
口腔 内 に存 在す る全て の細 菌種 との交 差反応性 は検 索 し得 な
か った点で ある。M00 rc(15)はおょそ250種類 の歯 肉縁下細
菌 の存 在 を示 して お り,難培養 性 の ス ピロヘー タ類 な どを含
め る と歯周 ポケ ッ トには300菌種以 上の細菌 が棲息 して いる
と考 え られ てい る。今 回調 べた菌株 間 での交差 反応 は抑制 で
きてお り,それ らの菌株相 互 にはSPCCicS…Sp ccificな関係
が成 り立 ってい る といえるが,fr yfrrο系 のよ うに供試 す る
菌株 間での交差 反応 を互 い に吸 収操 作 する ことで完 全 に解 決
で きる状況 と異 な り,歯周 ポケ ッ ト内 に棲 息す る他 の細菌 種
との交 差性(30)によ り偽 陽性反応 がみ られ る可能性 は完全 に
は否定 で きず,本研究 手法 によ る結 果 を解 釈す る際 に留意 す
べ き点 と考 えて い る。
本研 究で検索 した細 菌種 は,歯周 ポ ケ ッ トにおいて大小 さ
ま ざまな大 きさの凝集 塊 を形成 して検 出された が,それ らの
凝集塊 が 同種間菌体凝集 によ り形成 された ものか,異種菌 体
間凝集 によ るものかは,光学顕 微鏡 による検索 では 明 らか で
はない。 しか しなが ら,それぞ れ の細 菌種 が示 した凝 集塊 の
大 きさ は,各々 の細菌 種 の歯周 ポケ ッ ト内 での定着 ・ 増殖 様
式 のメカニ ズム を解 明す る上で状況 証 拠の 1つとして大 きな
意 味 を持つ もの と考 え られ る。著者 らが,本研 究 と同 じ手 法
で調製 した試料 に免疫 組織 学的 2重染 色法 を用 いて 2種類 の
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細 菌の局在 関係 を検索 した ところ,ス.yゴscοsusはC.reCrυs
な らび にEoCοrrO σθ″sと近接 局在 関係 が み とめ られたが ,
P.g」ingryafFsとは近 接関係が み られ なか った (デー タ未発
表 )。 Kolenbrander(3,51,52)は,プラー ク形成 はア ドヘ
シ ンや レセ プター を保持 した細 菌間 の高い特異 的作 用 の結 果
生 じ,それ は規 則 的 に行わ れ,無秩 序 に行 われ る ことはな い
と述べ てい る。
一方,プラー ク細菌 の付 着 に は静電 気的 な結 合や 疎 水性 結
合 によ る非特異 的 な付 着機 構 も関与 す る。 さ らに近 年,医学
感 染症 学 の領域 で は従 来よ り化 学療 法 に対 す る反応 様 相が 不
可解 で あった難 治 性 の慢性 感染 症 に対 して,非特異 的 増殖 機
構 の 1つと考 え られ る細菌 バイ オ フ ィルム が関与す るバイ オ
フィル ム感 染症 とい う新 しい概 念が 導 入 された。 この細菌 バ
イ オ フ ィル ム とは,病巣局 所 において細菌 が産 生す る菌体 外
多 糖 (グリコカ リ ックス)からなる粘 液状 の隠 れ家 の 中で 細
菌 が コ ロニー形 成 した状態 をい う。 栄 養供 給 の 乏 しい環境 下 ,
例 えば川底 の石 や 工業 用 品 に付 着 した細菌 は,純粋 に培養 さ
れ た細 菌で はみ られな い菌 体外 多糖 か らな るグ リコカ リック
ス を産 生 し,この グ リコカ リックス を介 して非 特異 的 に凝 集
し棲息 して いる こ とが,COStCrtonら(53…55)の研究 を中心
に1980年代 にな り明 らか にされた 。著 者 ら(56)が歯 肉縁下
プ ラー ク細 菌 の定 着・ 増殖 と細 菌バ イ オフ ィル ム との 関連 を
SEMにて検 索 した と ころ,全て の被 験試 料 か らフィルム様 の
コ ロニ ーが み られ,歯肉縁 下プ ラー クの定 着・ 増殖 には部 分
的 に細 菌バ イオ フ ィル ムの形成 メカニ ズム が関与 して いる こ
とが示 唆 された。 しか しな が ら,歯周 ポケ ッ ト内で いずれ の
細 菌種 がバ イオ フ ィル ムを形成 して い るか,またそ の よ うな
非特異 的な増殖 メカニ ズム が どの程 度 歯周 ポケ ッ ト内 のプ ラ
ー クの成長 に影 響 をお よば して いるのか, とい った ことは全
く不明であ り,今後 の研究 課題 の 1つであ ろう。
P.g」ingryafrsは,その病 原性 と進行 性歯 周炎 患者 の歯周 ポ
ケ ッ トか らの検 出率 の高 さ ゆえ に,成人性 歯周 炎 との 関連 が
最 も注 目されて い る(9,13,14)。本研 究で は,P.glirgFyafrs
は ポケ ッ ト全域 か ら検 出 され,特に陽性反応が み られ た 9試
料 中6試料 ではポ ケ ッ ト中央部 か ら深 部 にか けて分 布 して い
た。他 の被 験細 菌 種で ポケ ッ ト全域 か ら検 出された ものは な
く,いずれ の細 菌 種 も歯周 ポケ ッ トの特定 部位 に局 在 して い
た。PogFコg」iy aFrsの局在 性 は非常 に特徴 的で,他の細 菌 種 に
比べ広 範囲 にお よぶ もので あった。
P.g」in gry attsは,fr yfrrOにおいてハ イ ドロキシアパ タイ
トや上皮細胞 に対 す る付着 能,赤血 球 凝集 能 あ るい は異種 細
菌 との共凝集能 を有 してい るこ とが 示 され てい る(57-62)。
Pogr″gF y afFsは,本研究 で対 象 とした他 の 6菌種 の中で は ,
7.σθ″rrc ο′a,1ョ。cοrrοdθ″s,F.コυcノθ′′υ
“
お ょび
4.yFs cο s υSの各細 菌種 との 間で共 凝集 を生 じる ことがfr
y frrο系 で示 され て い る。」ir y JirrO系でのそれ らの特 性 を考
え合わ せ る と,本研 究 で示 され た広 範 囲におよぶ
P.g」in gr y afFsの局在 は,十分 に理解 し得 る結果で ある。
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A cr」in οコノcCS属は,歯面 に対 し付着 能力があ り初期 プラー
ク構成 細菌 の一 つ と考 え られて いる。ス.yfs cοs υSは,歯肉
炎,歯周炎 および歯根 部熊 蝕 との関わ りが 示唆 され て いる
(37,63-65)。また,P.g」ingryafrsをは じめ とす る種 々の グ
ラム陰性細 菌 と共 凝集 す る ことが確 認 され てお り
(3,51,52,61),ス.yrs co s υsの存在 が グ ラム 陰 性細 菌の定着
を促進 す る とい う報告(62,66)もみ られる。ス.yゴscοsυSは,
今 回5mm以上の歯根 付着 性 プラー クか らも検 出 され,ポケ
ッ ト深 部 の プラー ク形成 に も関与 して いる ことが示 唆 され た。
OZakiら(37)は,歯冠部 およ び 歯根 部話 蝕病 巣 にお ける象
牙 質侵 入細 菌 を免 疫組織学 的に検索 し,ス.yrSCοSυsの細菌
侵 入率 は歯 根部椰 蝕 にお いて他 のいず れの被験 供試 細 菌種 よ
りも有意 に高か った と報告 して いる。 そ して,その侵 入率 は
象牙質 の浅 層よ りも深 層 の方が 高か った。 本研 究で は歯周 ポ
ケ ッ ト内で セ メ ン ト質 が侵 襲 されて い るのが観 察 され (図4),
ポ ケ ッ ト内 で既 に根面都蝕 が発 症 して いた。セ メン ト質侵 襲
部 でス.yrs cοs υSの陽性 反応 は検 出 され なか った が ,
ス.yrs co s υsの局在 性か ら推察 す る と,根面館蝕 の発症 や進
行 にも密接 に関わ つて いる ことが本研 究か らも示唆 された 。
r.ごθコ′rcοル は,P.ヵrerコθ dfaとともに急 性壊 死 性潰 瘍
性 歯 肉炎 の病巣 局所か ら高頻度 に検 出 され,特に歯 肉の炎 症
との関連が 取 りざた されて いる(67-69)。Grcnier(70)は,
7.σθ″rrc οfaは溶血 性な らび に血球 凝集 能 を有す る ことか ら
歯周 ポ ケ ッ ト内 で ヘモ グロ ビン を放 出 させ,ヘミン依 存性 細
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菌 であ るP.gJingryafrsゃP.J″′θr"θdFaなどの細菌 種の増殖
を助長 す る可能 性 が あ ると述べ てい る。本研究 で も :
r。ごθ″′ゴc οfaが検 出 され た4試料(試料No.5,8,9,11)か
らはいずれ もP.gr″gry afFsが検 出 され ,ゴコ Sゴ′υにおいて も
両 細菌 種間 の共 生 関係 が示 され た 。 またゴЛ yfrrO系では ,
r.σθ″rFc οfaは上皮 細胞 へ付 着 す る ことが示 され て いる
(71,72)。本研 究で は,P。ゴコrerコθごraは上皮 側か ら検 出 さ
れ,改めて歯 肉炎 との 関連 が示 唆 され た ものの ,
7.ごθ″rrc οf′は非付 着性 プラ ー ク領 域か ら検 出 され,上皮 に
近 接 した部位で は あま りみ られ なか っ た。 一方,同じ運動 性
細 菌で あるσorecrυ sはポケ ッ ト中央 部 か ら深部 の歯 根付着 性
あ るい は上 皮関連 プラー クか ら検 出 された 。C.reCrυ sは,歯
周 炎 の活動部位 で 有意 に高 く検 出され る ことが 示唆 されて お
り(16),本研 究 に準 じた検索 方法 によ りσorecrυsと活動 性
との関連性 を追 求 す る こと も可能で あ ろ う。運 動性 細 菌は ,
至 適環 境 を求 め ポ ケ ッ ト内 を移 動 して棲息 域 を確保 し,発
育・ 増殖す る こ とが可能で ある。 しか し歯 周炎 の病 態 の変化
と共 に歯周 ポケ ッ トの環境 も刻 々 と変 化す るた め,その棲 息
部位 も変化 に富 む と考 え られる。山 田(46)は,スピロヘ ータ
の活 動 が,菌体 間マ トリックスや異 種 細菌 の影 響 を受 ける と
考 察 して い る。 す なわ ち, ス ピ ロヘ ー タは,グラム 陰性細 菌
が優位 で菌体 間 マ トリ ック スが 豊富 な 部位 では物理 的 にそ の
運 動性 が抑 制 され,菌体 間 マ トリック スが 少な く散 在 性 に細
菌 が存 在す るプ ラー クで は ス ピロヘ ー タの運動 性が 発 揮 され ,
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多 く観 察 され る と述べ て い る。 r.ごθ″rFcοfaに関す る本研究
の結果 は,山田 ら(46)の推察 の状 況証 拠 とな り得 るもので あ
ろ う。
Eocοrrοσθ″sは,無菌飼 育 ラ ッ トに単一感染 させ る と歯 周
組 織破 壊 を引き起 こす ことが知 られ て いる(73,74)。また ,
異 種細 菌 との共 凝集反応や 上皮 細胞 へ の付 着 に関す る報告 も
み られ る(75,76)。本研 究で は,EoCοrrο dθコsはポケ ッ ト中
央 部か ら深 部 (プロー ビング深 さ 2‐7mm)の歯 根付 着性 プ
ラー ク領域 か ら検 出された 。本 菌は通 性嫌 気性 菌で あ るが ,
同 じ通性嫌 気性 菌 で あ るス.yFs cοs」sと同様,歯周ポ ケ ッ ト
の 7mmとぃ う深 い部位 か らも検 出 され た。 また,著者 らは
前 述 した免 疫 2重染色 によ り,EoCοrrO σθコsが,歯周ポ ケ ッ
ト内でPogゴコgryafFs, ス.y fs″cοsυsならび にSoSa″gυFsと
近 接局在 関係 に あ る ことを見い だ して お り (データ未 発表),
E,cοrrοごθコsの定着 は異 種細 菌 との相互 作用 の影 響 を強 く受
けて い るのか も しれな い。
本研 究で 開発 した手法 は,前述 した よ うない くつ か の欠 点
を有 して い るもの の,歯周 ポケ ッ ト内細菌 叢全 体 を一 括 して
観 察 で きる とい う,従来 の抜去 歯や 人 工歯 冠 を用いて その表
面 に付 着 して い る プラー ク を検 索す る方法 とは異な る利点 が
存 在す る。 本研 究 よ り7種類の歯周 病 関連 細菌 は,歯周ポ ケ
ッ ト内でそ れぞ れ 特徴 的な 局在 性 を示 す こ とが 明 らか とな っ
た。歯 周ポ ケ ッ トで活 動す る細 菌種 が どの よ うに分 布 し, い
ず れの細菌 種 と関わ り合 ってい るか な どを詳細 に検 索 す る こ
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とは,歯周 ポケ ッ トにお け るプ ラー クの成 長 メカニ ズ ムを探
索 しプ ラー ク感 染症 の病 因論を構築 す る上 で重 要な 課 題 と考
えて い る。
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??結
1.ヒトの歯周 ポ ケ ッ ト内細菌叢 を可 及的 に再 現す る手法 を
開発 し, 7種類 の歯周 病 関連細 菌の歯 周ポ ケ ッ ト内 にお ける
局 在性 を検 討 した結果,各々の菌種 が ポケ ッ ト内にお いて特
徴 的な局在 性 を示 し,それ ぞれ 固有 の棲息 域 を有す る ことが
fr Sfr口にお いて明 らか となった。
2.Brown‐Brcnn染色 で 歯 肉 上 皮 内 に侵 入 し た 細 菌 が 観 察
さ れ た 。 しか し,本研 究 で 検 索 した 7種の 特 異 抗 体 に よ る 免
疫 染 色 で は,上皮 内 に お い て 陽 性 反 応 は 認 め られ な か っ た 。
3.P.glin gr y a′rsは,他の 被 験 細 菌 種 と は 異 な り小 さ な 凝 集
塊 を形 成 し散 在 性 に ポ ケ ッ ト全 域 で 観 察 さ れ た が,特に ポ ケ
ッ トの 中 央 部 か ら深 部 全 域 に局 在 す る 傾 向 が み られ た 。
4.P。″ゴgrescθ″sあるい はPoFrrerコθご aは,大きな コロニ
ー を形成 して分布 して いた が,ポケ ッ ト中央部 付近 の上皮側
に局在 して お り歯 肉の炎症 との 関連 が 改めて示 唆 され た。
5.ス.yrs co s″Sは,ポケ ッ ト浅 部 か ら深部 にお よぶ 歯 根付
着 性 プ ラー クか ら検 出 され,歯周ポ ケ ッ ト深部 のプ ラー ク形
成 に も関与 して い る こ とが 示唆 され た 。
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6.r。ごθ″′rcofaは,ポケ ッ ト中央 部か ら深 部 の非付着 性 プ
ラー ク領域 に局 在 す る傾向がみ られ た 。一方,同じ運 動性 細
菌 であ るσ.recr″sは,ポケ ッ ト中央 部か ら深部 にかけ て大
きな凝集塊 を形 成 し,歯根 付着 性 あ る いは上皮 関連 の いず れ
か のプ ラー ク領 域 で検 出された 。
7,EoCοrr ごθrsおょびF.″υclθ′′″"はポヶ ッ ト中央 部 か
ら深部 にか けて 小集 団 を形 成 し分布 す る傾 向が み られ たが ,
E,cοrrο σθ″sが歯根 側 に局在 して いたの に対 し ,
F.コυcfθarυ』は非付 着性 プラー ク領 域か ら検 出 され た。
本 研 究 は,徳島 大 学 歯 学 部 歯 科 保 存 学 第 1講座 で ス ター ト
し,展開 し た 後 ,大阪 大 学 歯 学 部 歯 科 保 存 学 講 座 で 終 了 し た 。
稿 を 終 え る に あ た り,本研 究 課 題 を 与 え られ ,ご懇 篤 な る
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図 1
図la,b.ヒトの歯周ポケット試料の採取方法
黒いラインに沿って切開後,被験部位を周囲歯周組織から
完全に離断し,歯と歯肉組織を一塊として採取した。
図 2
T5
図 2a。調製した試料 No.10の断面像
図2b。試料 No.1,2より得 られた標本の歯周ポケットの全体像
(Brown_Brenn 3染住L)TS:歯面,GM:歯肉縁,JE:ポケット底
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図 3
図 3。 ユgingiva鷺381凍結乾燥菌体の塗抹試料の抗 ユ gingivar」is
抗体 (1000倍希釈)による免疫染色像
明確な赤色の陽性反応が観察される。
●
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図 4
図4.歯根付着性プラークのBrown_Brenn染色像
D
図 5
田 5。 非付着性プラークのBrown‐Bren■染色像
グラム購性の球苗および題椰苗が小さなコロニーを
形成しているが,他のコロニーとは密に接触せずルーズ
に付着している.
(プロービング澪さ2mm,試料No.7)
図 6
図 6。 上皮関連プラークの Brown‐BFen■染色像
a,.空胞壼性 (矢印)を起こした上皮に近接して細菌の
コロニーが観察される.
(プロービング深さ4mm,試料 No。1)b.グラム陰性細菌 (矢尻)が,密に集合して上皮に付着
しており,いくつかの細菌 (矢印)は,上皮内に侵入して
いる。 (プロービング深さ4mm,試料 No。2)
図 7
目7.歯周ポケット庄部の Brow■‐Brenn染色像
nt・ttI轟ヒ難亀キふ去素ら怒LtT胆難‰しているのが観察される。
(プロービング潔さ9mm,試料 No.9)
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図8.抗ユ gingiyar」is抗体による免疫染色像a.歯根付着性プラーク領域か ら上皮関連プラーク領域
に至る歯周ポケット全域で陽性反応が観察される。
(プロービング深さ6mm,試料 No。9)
b。 小さな凝集塊 (矢印)を形成した Po g」iagJiyarJisが,
散在性に上皮 (E)に近接して観察されるが,上皮
内に陽性反応はみられない。
(プロービング深さ5mm,試料 No。8)
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図 9
丁ooth
図9.P.gingiva′′sの局在性の模式図
P.gingiva′isは,小さな凝集塊を形成 し散在性
に歯周ポケット全域 (プロービング深さ2-10
mm),特にポケット中央部から深部にかけて局
在する傾向がみられた。
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図10
P・コなresceas血清による免疫染色像
上皮 (E)に近接して大きな陽性反応が観察される。
プロービング深さ5‐6mm,試料 No.8)
プロービング深さ4‐5mm,試料 Noe ll)
巨]11
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図1l P.nfgrescens,P.htermediaの局在性の模式図
Po nligrescens/P.intermedliaは,大きな凝集塊を形成し,
ポケット中央部 (プロービング深さ3-7mm)の上皮関連プ
ラーク領域に局在する傾向がみられた。
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図12.抗σ.rθ σ′″s血清による免疫染色像a.歯面 (TS)に接した部位や歯根付着性プラーク表層部
あるいは上皮 (E)に近接した部位に陽性反応が認められ
る。 (プロービング深さ4mm,試料 No。1)b.歯根付着性プラーク表層部に,大きな凝集塊を形成した
σo rθcr″sの陽性反応が観察される。
(プロービング深さ5mm,試料 No。3)
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図13.C.rectusの局在性の模式図
C.rectusは,ポケット中央部から深部 (プロー
ビング深さ4-9mm)にかけ,大きな凝集塊を形成
し,歯根付着性あるいは上皮関連プラーク領域に
局在する傾向がみられた。
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図14.抗Zごθコ″cοra血清による免疫染色像
a。 非付着性プラーク領域に,大きな陽性反応 (矢印)が認
められる。TS:歯面,E:上皮
(プロービング深さ5mm,試料 No.11)
b。 非付着性プラーク領域にみられた陽性反応の強拡大像。
ラセン状の2ごθコ″cοFa菌体の輪郭 (矢印)が観察さる。
(プロービング深さ6mm,試料 No.5)
?
」???
図15
丁ooth丁d
導
幸
図15.■denJcoraの局在性 模式図
■denJcoraは,大小さまざまな凝集塊を形成し,
ポケット中央部から深部 (プロービング深さ4-9
mm)におよぶ非付着性プラーク領域に局在する傾向
がみられた。
図16
図16.抗ユ ●oFrOJeFr血清による免疫染色像ac歯面 (TS)に接した部位や歯根付着性プラーク表層部に
陽性反応 (矢印)が観察される.
(プロービング潔さ4mm,試料 No.12)be歯根付着性プラーク全層にわたり散在性に小さな陽性反応
がみられる.TS:歯面
(プロービング深さ5‐6mm,試料 No。7)
図17
丁ooth
図17.E.corrOdensの局在性の模式図
E.corrodensは,ポケット中央部から深部 (プロ
ービン グ深さ2-6mm)にかけ小さな凝集塊を形成
し,歯根付着性プラーク領域に局在する傾向がみられ
た。
図18
目18。抗 スコ●crear■コ虫清による免疫染色像a.非付着性プラーク領崚に散在性に小さな陽性反応 (矢印)
が翻められる.
(プロービング漂さ3‐4mm,試料 No。11)
b。 日12■の陽性反応部の強拡大像.
二■口crearFaが密集せず,小さな凝集塊 (矢印)を形成して
いる.(プロービング漂さ4mm)
図19
丁oothFn
図19.F nucreatumの局在性の模式図
F nucreatumは,小さな凝集塊を形成し,ポケット中央
部から深部 (プロービング深さ3-9mm)におよぶ非付着
性プラーク領域に局在する傾向がみられた。
図20
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図20。抗 ス.yFScοs″s血清による免疫染色像a.歯根付着性プラーク全域に陽性反応がみられ,特に歯面
(TS)に接 した部位で強い陽性反応が観察される。
(プロービング深さ6mm,試料 No。1)b.歯面 (TS)に接 した部位や歯根付着性プラーク深層部
で,強い陽性反応がみられる。歯根付着性プラーク最表層
部では未染色の球菌の輪郭 (矢尻)が観察される。
(プロービング深さ5mm,試料 No.ll)
b
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図21.ハ.viscosusの局在性 模式図
ハ.viscosusは,歯肉縁からポケット深部 (プロ
ービング深さ7mm)でみられ,特にポケット浅
部から中央部にわたる歯根付着性プラークに局在
する傾向がみられた。
表 1
被験者および被験部位の術前所見
患者 性別 年齢 試料No.被験歯 被験部位 プロービング深さ
?
?
?
?
?
?
?
男
男
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
54
48
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
41
42
41
32
31
22
34
24
43
14
11
21
遠心
近心
遠心
近心
近心
遠心
近心
遠心
近心
近心
遠心
近心
6-8(mm)
5-6
6-9
8
7-8
5
8
8-10
8-10
7-10
6-10
6-8
表 2
抗血清の調製およびその吸収操作に用いた抗血清と
細菌の組み合わせ
抗血清の調製に用いた細菌 吸収操作に用いた細菌
Camρy′οbacter recFus AttCC 33238
Eliたene〃a corrοder7S 1 073
FusObacterliυt r7υC′ealυm 1436       P.nligrescens AttCC 33563
PorρttyromOr7aS g′ngFya′′s381 P.r71igrescer7s AttCC 33563
Preyο[θ〃a r71igrescens(′nt rmedlia)     P.ging′ya′Fs 381
AttCC 33563
TreρOne177a der7[′CO′a AttCC 33520
ACtlir70myces yliscOstJS AttCC 1 9246     P.r71igrescens AttCC 33563
ハct′ηοmyces r7aeS′υndff
AttCC 12104
ウサギ抗血清 l mlに,凍結乾燥菌体 20 mgを加え,37℃で1時間,続いて4℃
で12時間吸収操作を行った。
表 3a
吸収操作後の抗血清と各種口腔内細菌との反応性 (1)
細菌名 (グラム陰性菌)
PοrρわyrοrnOr7as g′ng′va″s381(Pg)※
PοrρttyrοttOnas g′ng′va′s W50
Pοrρわyrοmοnas endοdοЛta″s AttCC 35406
PrevOte〃a Fr7termedlia AttCC 25611
PrevOte〃a nfgrescer7s AttCC 33563(Pn)
PreyOte′′a merar7′r70ger7′Ca ttD-1
Act′r70わaC〃′υs act′月οmycetemcOm′tar7S
ATCC 29522
Camρy′οbacter rectus AttCC 33238(Cr)
E′ker7e〃a COrrOder7S 1 073(Ec)
Fusοbacter′υm ttυcreatum 1436(Fn)
TreρOnema der7士′CO′a AttCC 33520(丁d)
抗血清
抗Cr l眈Ec ttFn ttPg ttPn 抗丁d ttAv
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?
?
?
?
?
?
+
?
?
?
??
?
:細菌の菌体細胞は LSAB法により赤色～濃桃色に染色される。
:細菌の菌体細胞は染色されない。
:図表中に用いた略称
表 3b
吸収操作後の抗血清と各種口腔内細菌との反応性 (2)
細菌名 (グラム陽性菌)
ハctFr70rnyces y′scOsus AttCC 19246(Av)―
Act′r70myces r7aeS′υndli′AttCC 12104
LactObac〃′υs case′AttCC 4646
とactοbac〃′υs p′ar7tarum AttCC 8014
Eυわacteriυm aractο′y icum AttCC 17927
Eυわacterliυm r70dattrm AttCC 33099
PrOρ′οr7′わaCter′υm acnes AttCC l1829
PeρttOstreρttOcOccus m′crOs G!FU 7745
Staρわy′οcοccus aureus FDA 209 P
StreptOcOccus mutar7s M丁8148
StreρttOcOccus sObrFr7●SB 13
StreρttOcOccus sangυ′sS丁-3
抗血清
抗Cr ittEc ttFn ttPg ttPn 抗丁d ttAv
?
?
?
?
表 4
各試料において陽性反応が検出された抗血清
試料No.    陽性反応が検出された抗血清
1.抗P.g′ngfya′Fs血清,抗P.nigrescens血清′抗C.rectus血′
抗ハ.ソFscosus血清
2.抗P.g′ng′ya′s血清′抗Ce rectus血清′抗E.corrθdens血清 ,
抗風 nucreatum血清,抗ハ.yliscOsus血清
3.抗Ce rectus血清,抗二 月uCrealum血清
4.  抗P.gingfya′Fs血清,抗ハ.yliscOsus血清
5.抗P,gfng′yarfs血清,抗F nuc′eatum血清′抗■ denticο′a血清
6.  抗E.cοrroder7S血清′抗ス.yliscosusm清
7.  抗P.gfngfya′Fs血清′抗E.cοrrOdensm清
8.抗P.g′ngfya′Fs血清′抗P.nfgrescens血清,抗C.rectus血清
抗F.nuc′eatum血清′抗■ denticO′a血清
9.抗P.gfngfソa′′s血清′抗■ denticο′a血清
lo.  抗P.gfr7gfya′Fs血清′ 抗P.r7′greScerls血清′抗C.rectus血清
11. 抗P"gingfya′′s血清′抗P.月むreSCens血清 ,
抗F.nucreatum血清,抗■ denticO′a血清,抗ハ.ソFscosus血清
12.  抗E.cοrrodens血清′抗F.r7uCreatum血清
